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Fig. 1 IsdI(左)と MhuD(右)のヘム近傍構造 
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論 文 内 容 要 旨 
細菌が宿主内で増殖するには宿主からの鉄獲得が非常に重要である。近年、黄色ブドウ球菌などの
病原性細菌において、宿主のヘムから鉄を獲得する機構として Isd system が発見された。Isd system に
は多くのタンパク質が関与するが、その最終段階にはヘム分解酵素である IsdG および IsdI が存在する。
IsdG、IsdI はこれまでによく研究されてきたヘム分解酵素、ヘムオキシゲナーゼ(HO)、とはタンパク質
構造や反応生成物が全く異なっており、新規のヘム分解機構を有すると考えられる。特に、酵素に結
合したヘムの大きなひずみ(ラッフリング、Fig. 1 左)はその分解反応に大きな影響を与えると予想され
るが、IsdG 型酵素の反応機構はほとんど明らかにされていない。そこで本研究では、結核菌における
IsdG ホモログ MhuD の活性中心構造とヘム分 解反
応を主に検討し、病原性細菌における新たなヘ ム分
解機構の解明を目指した。これまでに MhuD に つい
ては、不活性型である 2:1 ヘム-MhuD 複合体の 結晶
構造が報告されているだけである(Fig. 1 右)。 そこ
で、活性型である 1:1 ヘム-MhuD 複合体のヘム 結合
様式を検討するとともに、MhuD 反応生成物の 同定
を行った。 
 
はじめに、EPR 分光法と共鳴ラマン分光法を用い、1:1 ヘム-MhuD 複合体のヘム近傍構造について
検討した。酸化型ヘム-MhuD 複合体はヘム-IsdG 複合体とよく似たスペクトルを示し、両者のヘム鉄や
ポルフィリン環の状態は類似していることが示唆された。特に、MhuD と IsdG の共鳴ラマンスペクト
ルではポルフィリン環の伸縮振動シグナルが異常にブロードであり、HO を含む通常のヘムタンパク質
とはポルフィリン環の構造に大きな違いがあると考えられた。そこで、ラッフリングの指標となる CN
結合型ヘム-MhuD 複合体の吸収スペクトルを測定したところ、IsdG と同様、可視領域の吸収ピークが
大きく長波長シフトしており、MhuD のヘムもラッフリングしていることが強く示唆された。さらに、
還元型ヘム-MhuD 複合体の EPR スペクトル、共鳴ラマンスペクトルの測定および、変異体実験により
His 75 が軸配位子である事も決定した。以上の結果から、MhuD の活性中心は軸配位子やヘムのラッフ
リングに関するまで IsdG と非常によく似ていることが示された。 
次に、MhuD によるヘム分解反応を検討した。好気条件下でヘム‐MhuD 複合体に NADPH とシト
クロム P-450 還元酵素を添加すると、ヘムに由来する吸収が大きく減少したため、ヘムの分解が示唆
された。IsdG のヘム分解活性には軸配位子の His とヘム遠位側の Asn が必須であると報告されている。
そこで、対応する Asn7 と His75 を Ala に置換した MhuD 変異体によるヘム分解を試みたところ、いず
れも分解活性をほとんど示さなかった。これらの結果も MhuD と IsdG のヘム周辺構造が類似している
ことを示している。 
MhuD の反応生成物を HPLC により分析すると、主生成物は 550 nm 付近に吸収ピークを示し、HO
および IsdG のヘム分解生成物であるビリベルジン(Fig.2, λmax ≈ 700 nm)やスタフィロビリン (Fig.2, λmax 
≈ 460 nm)とは異なっていた。さらに、質量分析においても、MhuD 生成物がビリベルジン、スタフィ
ロビリンとは異なる事が明らかに示された。そこで、MhuD 反応における新規生成物をマイコビリンと
名付け、その構造決定を進めた。まず、精密質量分析の結果、マイコビリンの組成式は C34H34N4O7(M 
+ H
+
 = obsd.: 611.2501, calcd.: 611.2505)と予想された。この組成式からマイコビリンは 3 原子の酸素を取
り込んでおり、スタフィロビリンと同様、ポルフィリン環が開裂したうえに、環上への酸化修飾も行
われていると示唆された(Fig. 2)。しかし、マイコビリンの酸素原子の一つは水分子と交換性を示し、
アルデヒド基の存在が示唆される点が ス タ
フィロビリンとは異なっている。一方、 マ イ
コビリンの炭素原子数はスタフィロビ リ ン
やビリベルジンより 1 つ多く、ヘムと 同 じ
34 である。この結果から、HO のヘム 分 解
反応では開環部位のメソ位炭素が CO と し
て放出されているが、MhuD 反応では CO
が発生しない事が示唆される。そこで、 CO
親和性の高い変異型ミオグロビン(H64L Mb)
を用いて CO を捕捉し、その差スペク ト ル
から CO を定量した。HO では分解されたヘムとほぼ等量の CO が検出されたのに対し、MhuD では予
想通りほとんど検出されなかった。さらに、マイコビリンを単離し、その構造を NMR により決定した
ところ、開環部のメソ位炭素はアルデヒド基として保持されていた(Fig.2)。 
 
MhuD は CO を放出しない初めてのヘム分解酵素であり、そのポルフィリン環開裂メカニズムは従来
型の HO とは大きく異なる。MhuD における特異な反応機構の要因はヘムのラッフリングと予想される
が、MhuD と同様にヘムがラッフリングしている IsdG の反応ではメソ位炭素が遊離しており(Fig. 2)、
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Fig. 2 HO(左)、IsdG(中央)、MhuD(右)によるヘ
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CO が生成すると考えられてきた。しかし、IsdG 生成物を実験的に検証したところ、開裂部位の炭素は
CO ではなくホルムアルデヒドとして放出されていることが明らかとなり、ラッフリングによるメカニ
ズム変化が強く支持された。 
以上本研究では、病原性細菌における IsdG 型酵素は CO を発生しない新たなヘム分解機構を有する
ことを明らかにした。その要因はヘムのラッフリングと考えられ、立体的な歪みを利用した新たな酵
素機能の発現という点で非常に興味深い発見である。また、IsdG 型酵素における特殊な反応生成物が
特別な機能を持つ可能性もあり、その生物学的な役割の解明も期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
論文審査の結果の要旨 
 
近年、黄色ブドウ球菌などで発見されたヘム分解酵素 IsdG とそのホモログ IsdI は、従来のヘム分
解酵素、ヘムオキシゲナーゼ(HO)、とはタンパク質の構造や反応生成物が大きく異なっており、新規
のヘム分解機構を有すると考えられる。特に、IsdG、IsdI に結合したヘムの大きなひずみ(ラッフリン
グ)はその反応機構に大きな影響を与えると予想されるが、IsdG、IsdI の反応機構はほとんど明らかに
されていない。そこで、本研究は結核菌由来 IsdG ホモログであるヘム分解酵素 MhuD に注目し、その
活性中心構造とヘム分解反応を検討することで、病原性細菌における新たなヘム分解機構解明を目指
した。 
本研究の成果は、はじめに、これまでに X 線結晶構造解析では得られなかった活性型ヘム-MhuD 複合
体の活性中心構造を共鳴ラマン分光法や EPR 分光法などを用い検討し、その構造は IsdG と類似してい
ることを示したことである。特に、活性型 MhuD のヘムが IsdG と同じくラッフリングしていることを
示した。次に、MhuD のヘム分解生成物を同定し、その構造を決定した。また、その構造から MhuD はヘ
ム分解反応の際に一酸化炭素(CO)を生成しないことを考察し、それを実験的に示した。さらに、これ
までに IsdG、IsdI はヘム分解反応の際に CO を生成すると報告されてきたが、それらも CO を生成しな
いことを実験的に明らかにした。 
これらのことから MhuD、IsdG、IsdI が従来のヘム分解酵素 HO とは異なるなるヘム分解機構を有す
ることを示し、さらにヘムのラッフリングによりヘム分解機構が異なる事を提案した。これまで哺乳
類や細菌においてもヘムを分解する酵素は HO のみと考えられてきたが、細菌のヘム分解酵素が新たな
反応機構を有する事を発見したことは博士論文に十分値する研究である。 
以上のことから、南部周介は自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有すること
を示している。したがって，南部周介提出の博士論文は，博士（理学）の学位論文として合格と認め
る。 
 
 
 
 
 
 
